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 Streszczenie    
Mózg płodu jest najważniejszym organem, jaki decyduje o późniejszej jakości życia człowieka. Obserwuje się wy-
stępowanie zmian w zachowaniu u potomstwa narażonego na niedotlenienie w okresie ciąży, wywołane zmianami 
w komórkach nerwowych mózgu płodu. U płodów narażonych na działanie podwyższonego poziomu opioidów 
stwierdza się zmiany strukturalne w tkance mózgowej. 
Cel pracy: Celem pracy było określenie wpływu długotrwałego niedotlenienia w ciąży na ekspresję receptorów 
μ-opioidowych w wybranych strukturach mózgu płodów szczurzych obu płci. 
Materiał i  metody,: W  badaniu określano gęstość optyczną receptorów μ-opioidowych w  mózgach płodów 
szczurzych w 21. dniu ciąży (E-21) pod wpływem długotrwałego niedotlenienia stosowanego od 15. do 21. ciąży 
(E-15 do E-21). Gęstość optyczną receptorów mierzono w wybranych regionach mózgu: kompleksie jądra ogo-
niastego i skorupy (Caudate Putamen- CPu), strefie rozrodczej (Zona Germinata- ZG), jądrze półleżącym (Nucleus 
Accumbens- NA), wzgórku węchowym (Olfactory Tubercle- OT), polu przedwzrokowym przyśrodkowym (Median 
Part Medial Preoptic Area- MMPoA) oraz polu przedwzrokowym bocznym (Lateral Part Medial Preoptic Area- LM-
PoA) i odnosiła się ona do odpowiadających wartości wiązań radioizotopu. Anatomiczną weryfikację lokalizacji re-
ceptorów przeprowadzano przez porównywanie autoradiograficznego obrazu komputerowego z odpowiadającym 
mu obrazem mikroskopowym preparatu skrawków mózgu. Zastosowanie modelu doświadczalnego w połączeniu 
z metodą autoradiografii, pozwoliło precyzyjnie ocenić zmiany w komórkach mózgowych płodu szczurzego pod 
wpływem niedotlenienia oraz mechanizmy adaptacji ośrodkowego układu nerwowego w odpowiedzi na niedotle-
nienie. 
Wyniki: Stwierdzono, że długotrwałe niedotlenienie istotnie obniża wartość gęstości optycznej receptorów μ-opio-
idowych w kompleksie jądra ogoniastego i skorupy oraz strefie rozrodczej poprzez wpływ na stężenie endogennych 
peptydów opiodowych w mózgach płodów szczurzych (p<0.05). 
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Wstęp







zasad	 24,1	mM	 (SD	 ±	 6,6)	 [1].	 Skutki	 niedotlenienia	 dotyczą	
przede	wszystkim	ośrodkowego	układu	nerwowego	(OUN)	pło-
du.	Niedotlenienie	w	ciąży	zaburza	funkcje	OUN	płodu	prowa-
dząc	 do	wystąpienia	 objawów	neurologicznych,	 zaburzeń	 kon-
troli	ruchów,	nieprawidłowości	w	zachowaniu	się	oraz	trudności	
w	uczeniu	się	[2,	3,	4,	5].	






się	 zwiększone	 ilości	 amin	 katecholowych,	 peptydów	 opioido-
wych	 i	 aminokwasów	 pobudzających,	 co	 wskazuje	 na	 czynny	
udział	 neuroprzekaźników	w	 regulacji	 procesów	 zachodzących	




Wnioski: Takie wyniki ekspresji receptorów μ-opioidowych w wybranych strukturach mózgu płodu szczurzego 
związanych z zachowaniami seksualnymi można łączyć ze zmianami w zachowaniu zwierząt doświadczalnych po 
przebytym narażeniu na niedotlenienie w okresie ciąży. 
 Słowa kluczowe: mózg / receptory μ-opioidowe / niedotlenienie / ciąża / 
      / autoradiografia /
 Abstract
Fetal brain is considered to be the major body organ, critical for the future quality of human life. Offspring exposed 
to prenatal hypoxia has been evidenced to experience behavioral abnormalities as a result of the injury sustained 
by neuronal cells in the brain. The relatively early appearance of opioid receptors proved susceptible to endogenous 
and exogenous factors. Increased concentrations of neurotransmitters in the maternal circulation and amniotic fluid 
induced by hypoxic exposure imply their role in the regulation of cellular division and differentiation processes. En-
dogenous neuropeptides and specific opioid receptors are distributed in those brain structures that are associated 
with behavior and reproduction. Fetuses exposed to the adverse effects of increased opioid level incur structural 
brain tissue abnormalities. 
Objectives: The present study seeks to determine the effects of long-term hypoxic exposure during gestation on 
the expression of opioid receptors in specific brain regions in both sexes. Material and methods: The study was 
conducted on pregnant Sprague-Dawley rats, (120 days old, body weight between 250 and 300 g). Experiments 
were carried out in order to determine the effect of long-term hypoxia on μ-opioid receptor density in selected struc-
tures of fetal central nervous system: caudate- putamen (CPu), zona germinata (ZG), nucleus accumbens (NA), 
olfactory tubercle (OT), Median Part Medial Preoptic Area (MMPoA) and Lateral Part Medial Preoptic Area (LMPoA). 
Pregnant female rats were assigned to two research groups: the control group (N=6) and the experimental group 
subject to prolonged hypoxia for 24 hours from the gestational day 15 to gestational day 20 (E-15- E20). At E-21 
rats were sacrificed, their fetuses were removed and their brains were incubated with radioligands. The μ-opioid 
receptor incubation in selected brain structures was performed with a specific radioisotope [3H]DAMGO [tyrosyl-
3,5,-3H(N)-D-Ala-Gly-N-methyl-Phe-Gly-enkephalin]. Optical density of μ-opioid receptors was determined at E-21 
of gestation during long-term exposure to chronic hypoxia induced from E-15 to E-21 of gestation. Experimental 
model coupled with an innovative autoradiography allowed for a precise assessment of the lesions sustained by 
fetal brain tissues due to hypoxia and the adaptive mechanisms of the central nervous system in reaction to hypoxic 
exposure. 
Results: Statistically significant chronic hypoxia (p<0.05) downregulated the values of μ-opioid receptors opti-
cal density in relation to control group in CPu and ZG. Chronic hypoxia in ZG substantially reduces the values of 
μ-opioid receptors optical density in males (p<0.05). The differences among remaining groups did not show to be 
statistically significant.
Conclusions: The obtained results of μ-opioid receptor expression can be detected in specific fetal brain regions 
that mediate sexual behavior and may be attributable to behavioral changes of experimental animals due to hypoxic 
exposure during gestation.
 Key words: brain / μ-opioid / receptors / hypoxia / pregnancy / autoradiography /
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neuroprzekaźników	 [28].	System	opioidowy	 jest	 systemem	ha-





na	 populację	 komórek	 nerwowych,	 co	 prowadzi	 do	 głębokich	




rzona	 ilościowo	 przy	 użyciu	 technik	 z	 zastosowaniem	 kompe-









przegrody	 (NA).	 W	 kompleksie	 jądra	 ogoniastego	 i	 skorupy	







































We	 krwi	 płodów	 poddanych	 różnym	warunkom	 niedotlenienia	
w	 okresie	 ciąży	 określano	 wartości	 gazometryczne.	 Krew	 ba-
dano	 za	 pomocą	 analizatora	 (Radiometer	ABL2,	 Copenhagen,	
Denmark),	a	wyniki	gazometrii	przedstawione	są	w	tabeli	I.	
Przeprowadzono	badania	dotyczące	wpływu	długotrwałego	
niedotlenienia	 na	 gęstość	 optyczną	 receptorów	 µ-opioidowych	
w	wybranych	strukturach	ośrodkowego	układu	nerwowego	pło-
du.	Ciężarne	samice	podzielone	zostały	na	dwie	grupy:	kontro-
lną	 (N=6)	 i	badaną	 (N=6)	poddaną	długotrwałemu	niedotlenie-




ciąży	 (E-21)	 uśmiercano	 samice	 obu	 grup,	 wydobywano	 pło-
dy,	 określano	 ich	 płeć,	 dzielono	 na	 grupy	 (N=6),	 uśmiercano,	
a	 następnie	 wydobyte	 mózgi	 zamrażano.	 Mózgi	 zwierząt	 kro-
jono	w	 kriostacie	 i	 umieszczano	 na	 szkiełkach	 podstawowych,	
a	następnie	inkubowano	z	radioligandami.	W	dalszej	kolejności	
szkiełka	 eksponowano	 pod	 światłoczułym	 filmem,	 który	 wy-
woływano	 i	 utrwalano.	 Inkubację	 µ-receptorów	 opioidowych	
przeprowadzano	 ze	 specyficznym	 radioizotopem	 [3H]DAMGO	
[tyrosyl-3,5,-3H(N)-D-Ala-Gly-N-methyl-Phe-Gly-enkepha-
lin],	 S.A.=55,0	 Ci/mmol.	W	 dalszej	 kolejności	 tkanki	 mózgo-
we	umieszczano	w	probówkach	 i	 poddawano	 analizie	 spektro-
fotometrycznej,	 celem	 potwierdzenia	 efektywności	 inkubacji	
tkanki	mózgowej	z	radioizotopem	i	obliczenia	stosunku	wiązań	
specyficznych	 do	 ogólnej	 ilości	wiązań.	Następnie	 tkanka	mó-
zgowa	wraz	ze	standardami	firmy	Amersham	była	eksponowana	
w	kasecie	z	zastosowaniem	czułego	filmu	(Amersham	Hyperfil-
m-3H)	 przez	 okres	 21	 dni	w	 temperaturze	 pokojowej.	Gęstość	
optyczną	 receptorów	 obliczano	 używając	 systemu	 komputero-
wego	(MCID,	Imaging	Res.Inc.,	St.Catharine,	Ontario,	Canada)	
i	 mierzono	 w	 wybranych	 regionach	 mózgu:	 kompleksie	 jądra	
ogoniastego	i	skorupy	(CPu	–	Caudate Putamen),	strefie	rozrod-
©  P o l s k i e  T o w a r z y s t w o  G i n e k o l o g i c z n eNr 9/2014 733
P R A C E  O R Y G I N A L N E
  położnictwo
Ginekol Pol. 2014, 85, 730-737







tomiczną	 weryfikację	 lokalizacji	 receptorów	 przeprowadzano	
przez	 porównywanie	 autoradiograficznego	 obrazu	 komputero-
wego	z	odpowiadającym	mu	obrazem	mikroskopowym	prepara-




















nie	w	 tabelach	 i	 na	 rycinach.	Analizę	 danych	 przeprowadzono	
z	użyciem	oprogramowania	komputerowego	Statistica	5.0.
Wyniki





Z	 analizy	 wynika,	 że	 na	 gęstość	 optyczną	 receptorów	
μ-opioidowych	w	CPu	istotny	wpływ	ma	niedotlenienie	(F=10,3;	




MMPoA	 i	LMPoA.	Wartości	 statystyczne	wynosiły	 odpowied-
nio:	 F=1,1	 (p=0,3),	 F=0,09	 (p=0,76),	 F=3,1	 (p=0,09),	 F=0,13	
(p=0,72).	Z	analizy	wynika,	że	na	gęstość	optyczną	receptorów	
μ-opioidowych	w	ZG	istotny	wpływ	ma	niedotlenienie	(F=5,12;	











ści	 optycznej	 receptorów	μ-opioidowych w	CPu,	OT	 i	LMPoA	
zarówno	u	samców,	jak	i	samic,	niższe	w	NA	u	samców	i	nieco	
podwyższone	w	MMPoA	u	 samców,	 natomiast	 niższe	 u	 samic	
poddanych	 długotrwałemu	niedotlenieniu.	Różnice	 nie	 okazały	
się	jednak	istotne	statystycznie	(p>0,05)	(Rycina	2).	
W	 przypadku	 analizy	 procentowej	 średnich	 wartości	 gę-





Długotrwałe	 niedotlenienie	 statystycznie	 istotnie	 (p<0,05)	














We	wczesnych	 latach	80.	 zaczęto	 stosować	doświadczenia	
łączące	podawanie	powietrza	o	zawartości	8%	O
2





wie	mózgu	 i	 pozwalał	 ocenić	 zaistniałe	 różnice	morfologiczne	
pomiędzy	obydwoma	półkulami	tego	samego	mózgu	[32].	




PO2 PCO2 HCO3 BE PH Hb Sat O2cont N
Grupa kontrolna 
21%O2
40.2±4.5 57.4±4.2 22.3±1.1 -5.4±1.5 7.208±0.03 9.1±0.5 57.4±5.1 7.5±0.9 11
Grupa badana 
10.5%O2/24/h
23.8±1.3 35.1±1.4 16.2±1.2 -9.4±1.6 7.280±0.03 9.2±0.4* 34.1±3.5 4.4±0.4 7
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Tabela II. Porównanie gęstości optycznej receptorów μ-opioidowych w kompleksie jądra ogoniastego i skorupy (CPu) mózgów samców i samic pod wpływem długotrwałego 
niedotlenienia w 21. dniu ciąży (E-21).




kontrola 6 118,5 6,3 104,7-132,3
niedotlenienie 6 86,7 5,4 74,7-98,6
samice
kontrola 6 116,8 10,5 92,5-141,2
niedotlenienie 6 89,2 15,1 54,4-124,1
Tabela III. Porównanie gęstości optycznej receptorów μ-opioidowych w strefie rozrodczej (ZG) mózgów samców i samic pod wpływem długotrwałego niedotlenienia  
w 21. dniu ciąży (E-21).




kontrola 6 73,6 4,2 64,3-82,9
niedotlenienie 6 58,2 2,1 51,8-64,7
samice
kontrola 6 71,6 2,1 66,6-76,5
niedotlenienie 6 71,4 3,3 63,7-79,0
Tabela IV. Porównanie gęstości optycznej receptorów μ-opioidowych w jądrze półleżącym (NA) mózgów samców i samic pod wpływem długotrwałego niedotlenienia  
w 21. dniu ciąży (E-21).




kontrola 6 153,3 6,6 138,7-167,8
niedotlenienie 6 130,1 8,0 112,3-147,8
samice
kontrola 6 137,3 15,7 101,1-173,5
niedotlenienie 6 136,4 12,9 106,6-166,2
Tabela V. Porównanie gęstości optycznej receptorów μ-opioidowych we wzgórku węchowym (OT) mózgów samców i samic pod wpływem długotrwałego niedotlenienia  
w 21. dniu ciąży (E-21).




kontrola 6 119,2 11,2 94,5-143,9
niedotlenienie 6 104,5 9,6 83,2-125,7
samice
kontrola 6 120,6 13,5 89,3-151,8
niedotlenienie 6 99,0 9,2 77,7-120,3
Tabela VI. Porównanie gęstości optycznej receptorów μ-opioidowych w polu przedwzrokowym przyśrodkowym (MMPoA) mózgów samców i samic pod wpływem 
długotrwałego niedotlenienia w 21. dniu ciąży (E-21).




kontrola 6 23,1 2,0 18,6-27,6
niedotlenienie 6 25,4 4,0 16,5-34,3
samice
kontrola 6 38,6 5,1 26,7-50,5
niedotlenienie 6 25,2 6,7 9,8-40,5
Tabela VII. Porównanie gęstości optycznej receptorów μ-opioidowych w polu przedwzrokowym bocznym (LMPoA) mózgów samców i samic pod wpływem długotrwałego 
niedotlenienia w 21. dniu ciąży (E-21).




kontrola 6 21,3 1,5 17,8-24,7
niedotlenienie 6 18,4 2,4 13,2-23,6
samice
kontrola 6 22,2 2,7 16,1-28,4
niedotlenienie 6 17,8 2,5 12,1-23,5
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Doświadczenia	 oceniające	 wpływ	 długotrwałego	 niedotle-






































woju	 płodowego	 u	 szczurów	wywołuje	 wiele	 zmian	w	 zacho-
waniach	seksualnych,	zarówno	reprodukcyjnych,	jak	i	nierepro-
dukcyjnych.	Ostatni	tydzień	ciąży	u	szczurów	stanowi	krytyczny	
okres	 w	 organizacji	 tkanki	 mózgowej.	 Podczas	 niedotlenienia	
dochodzi	 do	uwalniania	 się	 zwiększonej	 ilości	 peptydów	opio-
idowych,	które	mają	wpływ	na	rozwijający	się	mózg	płodu,	inny	













Badania	 układu	 opioidowego	 dotyczyły	 głównie	 mózgu	
szczura.	Peptydy	opioidowe	i	ich	receptory	pojawiają	się	w	mó-
zgu	 szczura	wcześnie,	 już	w	 13.	 dniu	 ciąży	 (E-13).	Receptory	
µ-opioidowe	 obecne	 są	 przed	 porodem	 [37,	 38],	 pojawiają	 się	




Jądro ogoniaste – skorupa (CPu) NS *↓ NS
Strefa rozrodcza (ZG) NS *↓ *♂↓
Jądro półleżące (NA) NS NS NS
Wzgórek węchowy (OT) NS NS NS
Pole przedwzrokowe przyśrodkowe (MMPoA) NS NS NS
Pole przedwzrokowe boczne (LMPoA) NS NS NS
Legenda:
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w	wielu	obszarach	mózgu	równocześnie	z	β-endorfiną.	Mecha-
nizmy	działania	peptydów	opioidowych	na	rozwijający	się	mózg	






po	 narażeniu	 na	 opioidy	w	 okresie	 rozwojowym.	Efekt	 neuro-
toksyczny	wywołany	zewnątrzpochodnymi	opioidami	pogłębiają	
opioidy	 wewnątrzpochodne.	Wydaje	 się,	 że	 działają	 one	 kom-




















guza	 neuroblastoma S20Y,	 zawierających	 receptory	 opioidowe	















[43].	 Spadek	 gęstości	 receptorów	 opioidowych	 pod	 wpływem	
























rolę	 tego	 peptydu	 opioidowego	 w	 regulacji	 rozwoju	 komórki	
nerwowej.	 Dowodów	 tej	 tezy	 dostarczają	 wyniki,	 pochodzące	
z	badań	nad	antagonistami	peptydów	opioidowych	podawanych	
w	dawkach	blokujących	miejsca	ich	łączenia	[41,	52].	
Uznano,	 że	 peptydy	 opioidowe	 nie	 wpływają	 na	 przebieg	
neurogenezy	w	 korze	mózgowej	 i	 wędrówkę	 komórek	 nerwo-
wych,	natomiast	zaburzają	różnicowanie	się	komórek	nerwowych	
i	wynikający	z	tego	rozwój	sieci	włókien	nerwowych.	Podawanie	








nych	 peptydów	 opioidowych	 na	 liczbę	 komórek	 mógłby	 być	
większy	w	miejscach,	gdzie	neurogeneza	następuje	postnatalnie	
(móżdżek,	 zakręt	 zębaty)	 w	 odniesieniu	 do	 rozwijającego	 się	
systemu	opioidowego	[38],	czy	też	przejściowego	występowania	
peptydów	opioidowych	[53]	w	tych	miejscach.	Wpływ	działania	
peptydów	 opioidowych	 zewnątrzpochodnych	 podczas	 rozwoju	






Powyższa	 praca,	 mająca	 na	 celu	 określenie	 wpływu	 dłu-
gotrwałego	 niedotlenienia	 w	 ciąży	 na	 ekspresję	 receptorów	
μ-opioidowych	 wydaje	 się	 być	 nowatorskim	 spojrzeniem	 na	
pracę	mózgu	płodu	w	warunkach	hipoksji.	Zastosowanie	mode-
lu	doświadczalnego	niedotlenienia	w	połączeniu	 z	nowoczesną	
metodą	 autoradiografii	 polegającej	 na	 ilościowej	 wizualizacji	
receptorów	układu	opioidowego	pozwoliło	na	precyzyjną	ocenę	
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